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wykonana z Zaktadzie Biologii 1 Botaniki Farmaceutycznej. Promotor: prof. dr hab. Halina
Wysokinska

c) 2015.02.11 Studia Podyplomowe, Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci Politechniki
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3. Osiggnigcia wynikajace z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr
65, poz. 595 z p6zn. zm.)

a) tytul osiggniecia naukowego:

sWytwarzanie glikozydow irydoidowych i fenyloetanoidowych w kulturach in vitro

roslin z rodzaju Rehmannia”

Zgloszona do postepowania habilitacyjnego tematyka obejmuje cykl o§miu publikacji.



b) wykaz publikacji:
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Publikacja

Punktacja
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KBN/MNiSW

Pigtczak E*,, Krdlicka A., Wielanek M.. Wysokiniska H. (2012).
Hairy root cultures of Rehmannia glutinosa and the production of
iridoid and phenylethanoid glycosides. Acta Physiol Plant 34: 2215-
2224,

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcyi
pracy, zaplanowaniu ekspervmentow, uzyskaniv i hodowli korzeni
wlosnikowatveh, przvgotowaniu ekstrakiow ro$linnvch, analizie i
interpretacji wynikow, lgeznie z analizg statystveznag, wspoludziale w
pravgotowaniy manuskrvpty orvaz korekcie edviorskiej. Moj udzial

szacuje na 70%.

1,305

25

Piatczak E*., Grzegorczyk-Karolak 1. Wysokifiska H. (2014).
Micropropagation of KRehmannia glutinosa Libosch.: production of
phenolics and flavonoids and evaluation of antioxidant activity. Acta
Physiol Plant 36: 1693-1702.

Aoj whiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji
pracy, zaplanowaniu ekspervinentow, hodowli pedow w probowkach
i biorealtorze rozpylowym, przygotowaniu ekstraktow roslinnyeh,
analizie | interpretacii wynikow, lqcznie z analizq statystvezng,
wspoludziale w  przvgotowaniu  manuskrvptu  oraz  korekcie

edvitorskiej. Moj udzial szacuje na 80%.

1,584

25

(98}

Piatczak E*., Kuzma L.. Sitarck P.. Wysokinska H. (2015). Shoot
organogenesis. molecular analysis and sccondary imclabolite
production of micropropagated Refimannia glutinosa Libosch. Plant
Cell Tiss Org Cult 120: 539-549.

Moj whiad w powstanie tej pracy polegal na opracowanin koncepcji
pracy, zaplanowaniu i wykonaniy wigkszosci  ekspervmentow,
wyizolowaniv DN, przygotowaniu ekstraktow roslinnvch, analizie i
interpretacji wynikow, lgeznie z analizg statvstvezng, wspotudziale w
przygotowaniu manuskryptu oraz korekcie edvtorskiej. Moj udzial

szacuje na 70%.

2,125

30

Pigtczak E*., Kuzma L., Skala E., Zcbrowska M., Balcerczak E.,
Wysokinska H. (2015). Indoid and phenylcthanoid glycoside
production and phcnotypical changes in plants regencrated [rom
hairy roots of Refimannia glutinosa Libosch. Plant Cell Tiss Org
Cult 122: 259-266

Erratum: Plant Cell Tiss Organ Cult, 2015, doi 10.1007/s11240-015-
0727-1

2,125

30




Méj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcyi
pracy, zaplanowaniu | wykonaniy wiekszosci ekspervmentow,
wyizolowaniu DNA, przygotowaniu ekstrakiow roslinmveh, analizie i
interpretacji wynikow, lgcznie z analizq statystvezng, wspdludziale w
przyvgotowaniu mamiskryptu oraz korekcie edytorskiej. Moj udzial

szacuje na 70%.

Pigtczak E*., Kuzma L., Porada W., Olas B.. Wysokinska H.
(2015). Evaluation of antioxidant properties of methanolic extracts
from leaves and roots of Rehmannia glutinosa Libosch. in human
blood. Acta Pol Pharm — Drug Research 72: 777-783.

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji
pracy. zaplanowaniu eksperymentow, przvgotowaniu ekstrakiow
roslinnych, analizie i interpretacjii wynikow, dgcznie z analizg
statvstvezng, wspoludziale w  przvgofowaniu manuskryptu oraz

korekcie edviorskiej. Moj udzial szacuje na 50%.

0,737

15

Pigtczak E*,, Talar A., Kuzma L., Wysokinska H. (2015). Iridoid
and phenvlethanoid glvcoside production in multiple shoots and
regencraled Rehmannia elata N.E. Brown cx Prain plants following
micropropagation. Acta Physiol Plant 37: 255-262.

Moy wilad w powsianie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji
pracy, zaplanowaniv i wspdludziale w  wykonaniu wigkszosci
ekspervmentow, przvgotowaniu ekstraktow roslinnych, analizie i
interpretacyi wynikow, fgeznie z analizg statvstvezng, wspotudziale w
pravgotowaniu manuskrvptu oraz korekcie edviorskiej. Moj udzial

szacuje na 80%.

1,584

25

Pigtczak E*., Debska M., Kontek B.. Olas B., Wysokinska H.
(2016). The antioxidant properties of methanolic extracts from the
shoots and roots of pRi-transformed plants of Rehmannia glutinosa
Libosch. Acta Pol Pharm — Drug Research 73: 433-438.

Moy wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji
pracy, zaplanowaniu ekspervinentow, przyvgotowaniu  ekstraktow
roslinnych, analizie i interpretacji wynikdw, Igcznie z analizg
statvstyezng, wspoludziale w  przvgotowaniu  manuskryptu oraz

korekcie edviorskiej. AMoj udzial szacuje na 50%.

0,737

15

Pigtczak E*,, Kuzma L., Wysokinska H. (2016). The influcnce of
metyl jasmonatce and salicylic acid on sccondary mctabolite
production in Refmannia glutinosa Libosch. hairy root culturc. Acta
Biologica Cracovicnsia, Scrics Botanica DOI: 10.1515/abcsb-2016-
0004.

Moy wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji

0,730

20




pracy, zaplanowaniu i wykonaniu wigkszosci  ekspervinentow,
przvgolowaniu - eksirakiow  rostinmveh, analizie [ interpretacyi
wynikow, lgeznie  z analizg  slalystvezng,  wspotudziale  w

przvgotowaniu manuskrvptu orvaz kovekcie edviorskiej. Moj udzial

szacuje na 80%.

Lacznic [ 10,927 185

* autor korcspondencyjny

Wyniki badan opublikowane w publikacjach 1-4 uzyskalam przy finansowym wsparciu z
grantu UM w Lodzi praca wlasna nr 502-13-621 (lata 2007-2010), publikacja 8 zostala
sfinansowana ze srodkow statutowych Zaktadu Biologii 1 Botaniki Farmaceutycznej (503/3-
012-01/503-31-001), a publikacje 5 i 7 byly czesciowo finansowane z grantu Uniwersytetu
1.odzkiego nr 506/1136.

¢) omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow

Celem podjetych przeze mnie badan opisanych w pracach zgtoszonych w
postepowaniu habilitacyjnym bylo okreslenie zdolnosci do wytwarzania glikozydow
irydoidowych 1 fenyloetanoidowych w kulturach in vifro chinskiej rosliny leczniczej -
Rehmannia glutinosa Libosch. oraz innego gatunku z rodzaju Rehmannia - R. elata N.E.
Brown ex Prain. aby ustali¢, czy badane kultury moga stanowi¢ alternatywne zrodlo surowca
o wysokiej zawartosci biologicznie aktywnych wtomych metabolitdéw. Do badan postuzyly
kultury tkankowe (organogenny kalus), kultury organéw nietransformowanych (pedéw
przybyszowych 1 bocznych oraz korzeni) 1 transformowanych (pgdow 1 korzen
wlosnikowatych) oraz organy (liscie 1 korzenie) zregenerowanych in vitro roslin
nietransformowanych 1 transformowanych R. glutinosa oraz kultury pedow bocznych R. elata.
Zawarto$¢ badanych zwigzkow pordéwnywalam z zawartoscig tych zwigzkow w lisciach i
korzeniach roslin uzyskanych metoda konwencjonalng (z nasion). Celem mojej pracy bylo
rowniez zbadanie 1 porownanie aktywnosci biologicznej (whasciwosct przeciwutleniajace,
przeciwptytkowe) ekstraktow otrzymanych z roslin uzyskanych z nasion 1 transformowanych
roslin R. glutinosa zregenerowanych z korzeni wlosnikowatych.
Wybrane do badan gatunki z rodzaju Rehmannia nalezace do rodziny Orobanchaceae
(Angiosperm Philogeny Group III, 2009) s3 roslinami endemicznymi wystepujacymi w stanie
naturalnym w niektorych prowincjach w Chinach, a dodatkowo s3 uprawiane na plantacjach
w Korei 1 Japonii. W tradycyjnej 1 oficjalnej chinskiej medycynie szeroko stosowane jest
korzen R. glutinosa (Rehmanniae Radix) (Pharmacopoeia of China, 2000). W zaleznosci od

sposobu przygotowania korzenia (§wiezy, suszony lub parzony w winie ryzowym) preparaty z



tej roéliny sa stosowane w leczeniu réznych schorzen. Swiezy korzen jest uzywany w
leczeniu krwawien z nosa, bolu gardta, wysypek 1 wykwitéw skornych oraz jako srodek
antydiuretyczny w przypadku choréb przebiegajacych z wysoka gorgczkg. W tradycyjnej
medycynie chinskiej sok ze $wiezego korzenia i sproszkowany korzen podawane w formie
tabletek sa uwazane za eliksir dlugowiecznosci, prawdopodobnie ze wzgledu na wlasciwosci
przeciwzapalne 1 oczyszczajace organizm z toksyn. Suszony korzen jest stosowany w
przypadku krwiomoczu, zapar¢, anemii, chordb nerek, cukrzycy, a takze w celu
rekonwalescencji po zabiegach chirurgicznych. Parzony korzen jest natomiast uzywany w
chorobach ucha wewnetrznego (Zhang 1 wsp. 2008; WHO, 1997). Potwierdzono rowniez
skutecznosé Rehmanniae Radix w leczeniu nowotworow, a mechanizm tego dzialania polega
prawdopodobnie na hamowaniu proliferacji komorek nowotworowych i pobudzaniu apoptozy
(Zhang i wsp. 2008). Za lecznicze dziatanie surowca odpowiadaja metabolity wtorne, gtownie
glikozydy irydoidowe (katalpol, aukubina, katalpozyd), glikozydy fenyloetanoidowe
(werbaskozyd, izowerbaskozyd) 1 polisacharydy (rehmannozydy A-D) (Zhang i wsp. 2008).
Katalpol jest dominujacym irydoidem wystepujgcym w ktgczu roslin z rodzaju Rehmannia.
Zhang 1 wsp. (2008) uwazaja, ze katalpol (Tabela 1) zawarty w surowcu odpowiada za jego
dziatanie hipoglikemizujace, diuretyczne oraz przeczyszczajace. Autorzy Ci podaja rowniez,
ze zwiazek ten wyizolowany ze swiezego korzenia R. glutinosa wykazywal takze dzialanie
przeciwzapalne, przeciwkrwotoczne oraz wspomagajace produkcje hormondow piciowych.
Ponadto, katalpol reguluje uktad odpornosciowy (Liu i wsp. 1992), pobudza angiogeneze w
moézgu (Zhu 1 wsp. 2010) 1 ostabia apoptoze komoérek mozgu po udarze niedokrwiennym (Li 1
wsp. 2006). Pochodna katalpolu jest katalpozyd (Tabela 1). Jest to ester katalpolu z kwasem
p-hydroksybenzoesowym. Zwigzek ten hamuje synteze tlenku azotu (Oh i wsp. 2002),
produkcje czynnikow prozapalnych, takich jak czynnik martwicy nowotworéw (ang. tumor
necrosis factor-a) (TNF-a), interleukiny-13 (IL-1B) oraz interleukiny-6 (IL-6), a takze
aktywacje czynnika jadrowego kB (NF-xB) w liniach komorkowych mysich makrofagow
RAW 2647 aktywowanych lipopolisacharydem (An 1 wsp. 2002).

Kolejnym irydoidem wystepujacym w korzeniach ros$lin z rodzaju Rehmannia jest aukubina
(Tabela 1), ktéra wykazuje wtasciwosci hepatoochronne po zatruciu o-amanityna, a takze
hamuje replikacje DNA wirusa zapalenia watroby typu B w doswiadczeniach in vitro (Chang,
1998). W toku eksperymentow przeprowadzanych na kulturach in vitro 1 zregenerowanych
roslinach R. glutinosa wchodzacych w zakres niniejszego cyklu publikacji po raz pierwszy w
rodzaju Rehmannia wykrytam 1 oznaczylam zawartos¢ dwoch kolejnych glikozydow

irydoidowych: harpagidu 1 harpagozydu (Tabela 1), ktore sa gtdwnymi metabolitami



obecnymi w korzeniu afrykanskiej ro$liny leczniczej Harpagophytum procumbens
(Pedaliaceae). Surowcem leczniczym stanowigcym bogate zrodlo harpagidu i harpagozydu
jest korzen tej rosliny (Harpagophyti Radix), z ktérego zwiazki te sa pozyskiwane do celow
leczniczych. Harpagid 1 harpagozyd wykazuja silne witasciwosci przeciwzapalne, a
mechanizm ich dzialania polega na hamowaniu aktywnosci dwoch enzymow:
cyklooksygenazy-2 (COX-2) i syntazy tlenku azotu indukowanych lipopolisacharydem
poprzez hamowanie aktywacji jednego z czynnikéw jadrowych (kB) (Georgiev, 2013).
Ponadto, harpagid wykazuje aktywnos¢ przeciwpierwotniakowa przeciwko Laishmannia
donovani (Tasdemir 1 wsp. 2008).

Inng wazna klase metabolitow wtornych obecnych w klaczu R. glutinosa stanowia glikozydy
fenyloetanoidowe (werbaskozyd i1 izowerbaskozyd) (Tabela 1). Werbaskozyd, zwany rowniez
akteozydem, orobanching lub kutkozydem, wykazuje szerokie spektrum aktywnosci
biologicznej, m. in. aktywnos¢ przeciwbialaczkowa 1 cytotoksyczng wobec mysich linii
komorkowych biataczki leukocytowej, przeciwzapalna poprzez hamowanie aktywnosci
cyklooksygenezy-2 (COX-2) i hamowanie aktywnosci dopetniacza w ludzkiej surowicy krwi,
dziatanie diuretyczne, przeciwbakteryjne, antyoksydacyjne i immunosupresyjne (Petit i wsp.
1990; Herbert 1 wsp. 1991; Pan 1 wsp. 2003; Pennacchio 2005; Kupeli i wsp. 2007, Shikanga i
wsp. 2010; Gyurkovska 1 wsp. 2011; Kirmizibekmez i wsp. 2012). [zowerbaskozyd wykazuje,
podobnie jak werbaskozyd, aktywnos¢ przeciwbakteryjna i antyoksydacyjna (Shikanga i wsp.
2010).

Tabela 1. Wzory strukturalne wykrytych i badanych w kulturach in vitro roslin z rodzaju
Rehmnannia glikozydow irydoidowych i fenyloetanoidowych
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W pracach zgloszonych do postepowania habilitacyjnego (Publikacje 1-8) wykorzystatam

metody biotechnologiczne, molekularne, fitochemiczne, a takze badatam metodami in vitro

aktywnos¢ biologiczng ekstraktow z kultur i roslin R. glutinosa i R. elata. Przeprowadzone

badania obejmowaly cztery zagadnienia:

1.

uzyskanie kultur in vitro (kultury kalusowe, kultury pedow przybyszowych, kultury
pedéw bocznych, korzenie transformowane) i regeneracj¢ nietransformowanych i
transformowanych roslin z rodzaju Rehmannia. Przy uzyciu metod molekularnych:
RAPD (ang. random amplified polymorphic DNA) oraz ISSR (ang. inter simple
sequence repeat) okreslitam poziom zmiennosci w roslinach zregenerowanych z
tkanki kalusowej, a metod¢ PCR (ang. polymerase chain reaction) wykorzystatam do
potwierdzenia procesu transformacji w korzeniach wlosnikowatych 1 roslinach
transformowanych R. glutinosa

identyfikacja 1 okreslenie zawartosci wybranych glikozydow irydoidowych i
fenyloetanoidowych w materiale roslinnym uzyskanym metodami in vitro oraz
poréwnanie zawartosci badanych metabolitow z zawartoscig tych zwiazkow w lisciach
1 korzeniach roslin otrzymanych z nasion

proby zwigkszenia zawartosci badanych zwigzkéw w  kulturze korzeni

wlosnikowatych poprzez elicytacje jasmonianem metylu i kwasem salicylowym



4. badania aktywnosci biologicznej metanolowych ekstraktow uzyskanych z materiatu
roslinnego otrzymanego metodami biotechnologicznymi  (korzenie 1 pedy
zregenerowanych in vifro ro$lin transformowanych) oraz korzenie i pedy roslin

uzyskanych z nasion.

Wprowadzenie w  tematyke badawczg publikacji  zgloszonych w  postepowaniu
habilitacyjnym

Rosliny sg zZrodtem wielu aktywnych biologicznie substancji, ktore sa stosowane w
terapili wielu chorob. Zwiazki izolowane z roslin sa réwniez stosowane jako naturalne
barwniki, s$rodki zapachowe, dodatki do zywnosci, pestycydy. Jednakze, pozyskiwanie
cennych metabolitow z roslin rosnagcych w gruncie nie jest tatwe ze wzgledu na wiele
ograniczen wynikajacych z powolnego tempa wzrostu niektorych roélin, wystepowania tylko
w okreslonych strefach klimatycznych, czy ochrony prawne] gatunkow. Ponadto, zawartos$¢
metabolitow wtornych w roznych organach roslin jest na ogot niska 1 moze si¢ zmienia¢ w
zaleznosci od metody 1 pory zbioru, suszenia, warunkéw klimatycznych (Turowska, 1980).
Dlatego tez coraz czesciej obserwuje si¢ wprowadzenie roslin do upraw, a takze pozyskiwanie
zwigzkow naturalnych z kultur in vitro. Kultury in vitro oznaczaja hodowle protoplastow,
komorek, tkanek lub catych organow roslinnych (korzenie, pedy) na podtozach o scisle
okreslonym skladzie, w kontrolowanych, powtarzalnych, sterylnych warunkach. Produkcja
metabolitdow wtdrnych na duza skale w bioreaktorach z wykorzystaniem roélinnych kultur 7#
vitro posiada szereg zalet w porOwnaniu z uprawami roslin na plantacjach. Zaletami
roslinnych kultur tkankowych sa $cista kontrola 1 optymalizacja procesow biosyntezy,
uniezaleznienie od warunkow klimatycznych i mozliwosc cigglego pozyskiwania produktow
o wysokiej jakosci. Mozliwe jest rowniez wprowadzenie do kultury in vitro tkanek lub
organow bezposrednio zwiazanych z produkcja danego metabolitu (Shilpa 1 wsp. 2010;
Vijaya Sree 1 wsp. 2010). Kultury komorek, tkanek, organow lub cate zregenerowane in vitro
rosliny moga produkowaé zwiazki na wyzszym poziomie niz roslina w gruncie (Estrada-
Zuiiiga 1 wsp. 2009; Stancheva 1 wsp. 2011; Gomez-Aquirre i wsp. 2012), a czasem istnieje
tez mozliwos¢ pozyskiwania nowych produktow, ktére nie wystepuja w roslinach z gruntu
(Vijaya Sree 1 wsp. 2010). Ostatnio coraz popularniejsze stato si¢ prowadzenie kultur
komorkowych i/lub organow w bioreaktorach, ktore pozwalaja na prowadzenie procesow
ciagtych w $cisle kontrolowanych warunkach (Wysokinska 1 Chmiel 2006). Zwiekszenie
wydajnosci produkcji metabolitow wtornych w roélinnych kulturach in vifro mozna osiagnaé

poprzez optymalizacje warunkéw hodowli, dobor odpowiednich regulatoréw wzrostu,



selekcje wysokoproduktywnych linii, elicytacje, suplementacje prekursorami, transformacje
genetyczng (Giri 1 Narasu 2000; Shilpa i wsp. 2010; Vijaya Sree 1 wsp. 2010).

Roslinne kultury in vitro sa rowniez wykorzystywane do mikrorozmnazania, ktére pozwala na
zwigkszenie wspolczynnika mnozenia roslin, uniezaleznienia od czynnikow $rodowiskowych,
rozmnazanie roslin nie wytwarzajacych nasion, chronionych lub endemicznych (Malepszy
2004). Proces mikrorozmnazania obejmuje mnozenie pedéw, ich ukorzenianie 1 aklimatyzacje
roslin w glebie. Na etapie mnozenia i ukorzeniania pedow konieczne jest zastosowanie podtoz
wzbogaconych w odpowiednie regulatory wzrostu (cytokininy i/lub auksyny), ktore beda
hamowa¢ dominacje wierzchotkowa, a tym samym stymulowac powstawanie nowych pedow
bocznych (mnozenie pedow) lub beda stymulowa¢ wydtuzanie sie szczytowe] czesci pedu 1

tworzeni¢ korzeni (ukorzenianie).

Ad. 1 Badania biotechnologiczne

Kultury in vitro roslin z rodzaju Rehmannia

W toku eksperymentdw wchodzacych w zakres prac przedstawionych w niniejszym
postgpowaniu habilitacyjnym otrzymatam kultury in vitro K. glutinosa (kalusowa, pedow
przybyszowych, pedow bocznych, korzeni transformowanych i pedow transtformowanych)
(Publikacje 1-4). Z pgdow bocznych i przybyszowych R giutinosa zregenerowatam cate
roéliny. Opracowalam réwniez proces mikrorozmnazania R elata z pakoéw bocznych

(Publikacja 6).

Mikrorozmnazanie roslin z rodzaju Rehmannia

Opracowatam i opisatam procedury efektywnego mikrorozmnazania R. glutinosa
zardwno poprzez indukcje pakdw i peddw bocznych z paka szczytowego (Publikacja 2), jak i
droga organogenezy posrednie] poprzez indukcje pakow przybyszowych z tkanki kalusowej
(Publikacja 3). Pierwszym etapem prac z kulturami in viro R. glutinosa byto
mikrorozmnazanie tego gatunku poprzez indukcje pakéow i pedow przybyszowych z kalusa
uzyskanego z rdznych eksplantatow (liscienie, hypokotyle 1 korzenie) pochodzacych z siewek
(Publikacja 3). Czestos¢ indukeji pedéw przybyszowych i1 liczbe pedow przypadajaca na
jeden eksplantat oceniatam na podlozu agarowym Murashige i Skooga (MS) (Murashige i
Skoog 1962) uzupetnionym 0,2 — 3.0 mg-L™' BAP pojedynczo lub w kombinacji z auksyng
(0,1 mg'L"" kwasem indolilo-3-octowym - TAA lub 1-naftalenooctowym - NAA). Najwyzsza

odpowiedz, gdzie 90% cksplantatow tworzylo organogenny kalus ze srednio 9 pe¢dami
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przybyszowymi, uzyskalam na eksplantatach pochodzacych z hypokotyli, hodowanych na
podtozu MS wzbogaconym 1,0 mg-L' BAP oraz 0,1 mg-L! TAA po 6 tygodniach hodowli.
Uzyskane pedy ukorzenialam w ciggu kolejnych 6 tygodni na podtozu MS bez regulatoréw
wzrostu, badz wzbogaconym auksyna (IAA lub kwasem indolilo-3 mastowym - IBA).
Uzyskane ro$liny aklimatyzowatam w warunkach ex vifro w szklarni, a nastepnie przenositam
do ogrodu. Otrzymany kalus zachowywatl zdolno$¢ do regeneracji pakow przybyszowych

przez 4 lata (Publikacja 3).

Procedure efektywnej regeneracji roslin z wierzchotkowych czesci pedow opracowatam
rowniez dla drugiego badanego gatunku — R. elata (Publikacja 6). Kulture pedow bocznych
uzyskatlam poprzez namnazanie wierzchotkowych czesci pedéw na agarowym podlozu MS
uzupetnionym 0,57 uM IAA i réznymi stezeniami (2 - 8 uM) BAP, kinetyny lub 2-
isopentenyloadeniny (2iP). Najwyzszy wspolczynnik mnozenia (9 pedéw i pakéw bocznych
na eksplantat po 4 tygodniach hodowli) osiagnetam na podtozu MS uzupelnionym TAA 1 2iP
(6 uM). Wszystkie pedy ukorzeniaty si¢ tworzac $rednio 7.9 korzeni o $redniej dtugosci okoto
3 c¢cm po 4 tygodniach hodowli na podiozu MS o zredukowanej do potowy ilosci makro- i
mikroelementow (Y2 MS) z dodatkiem 0.57 uM IBA. Ukorzenione pedy aklimatyzowatam w
doniczkach z ziemig przez 4 tygodnie, a nastepnie przenositam do ogrodu. Przy zastosowaniu
do mikrorozmnazania opisanej procedury mozliwe jest uzyskanie po 3 cyklach namnazania i

3 cyklach ich ukorzeniania az 750 roslin R. elata z jednego eksplantatu (Publikacja 6).

Badania molekularne

Kultury in vitro, a zwtaszcza tkanka kalusowa po dlugotrwatym okresie pasazowania,
sa narazone na niekorzystne zmiany na poziomie genetycznym i epigenetycznym, zwane
zmiennoscia somaklonalng (Larkin 1 Snowcroft 1981). Zastosowane metody molekularne:
RAPD oraz ISSR pozwalaja na okreSlenie genetycznej stabilnosci regenerantow w
poréwnaniu z materialem kontrolnym. Przeprowadzone przeze mnie badania zostaly
zastosowane w celu poréwnania profilu genetycznego wybranego fragmentu DNA roslin R.
glutinosa zregenerowanych z organogenne] tkanki kalusowej po dlugotrwalym okresie
pasazowania (4 lata), z ros§linami pochodzacymi z nasion. Do analizy RAPD wybratam pigc¢
primeréow, a do analizy ISSR wybratam 8 primerow, ktére po reakcji PCR z DNA
wyizolowanym z kontrolnych roslin R. glutinosa dawaly policzalne prazki na zelu
agarozowym. Nie stwierdzitam roznic w liczbie ani polozeniu prazkéw na zelu miedzy DNA

wyizolowanym z ro$lin zregenerowanych z tkanki kalusowej, a tymi wyhodowanymi z nasion
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przy zastosowaniu wybranych primerow zaréwno w metodzie RAPD jak i ISSR. Rezultaty tej
czesci eksperymentow zostaly zawarte w Publikacji 3. W moich badaniach nad kulturg
kalusowa R. glutinosa stwierdzitam réwniez jej duza stabilno$¢, zarowno pod wzgledem
molekularnym jak 1 zdolnosci do regeneracji pedow przez okres 4 lat (Publikacja 3).

Kolejnym etapem prac bylo namnazanie R. glutinosa z pakéw szczytowych i okreslenie
wplywu trzech cytokinin (6-benzyloaminopuryny - BAP, tidiazuronu - TDZ oraz kinetyny) na
zdolnos¢ eksplantatow do tworzenia pakoéw bocznych. Wyniki zostaty opisane w Publikacji
2. Stwierdzitam, ze najefektywniejsza kombinacja regulatorow wzrostu w podtozu MS bylo
0,1 mg L TAA w potaczeniu z 1,0 mg L' BAP dajac $rednio 8,2 pedy boczne na eksplantat
po 4 tygodniach hodowli w szklanych probowkach. Wyzszy wspdtczynnik mnozenia (21
pedéw bocznych na eksplantat) uzyskalam namnazajac pedy boczne w bioreaktorze
rozpytowym. Do czasu publikacji wynikow moich badan, w literaturze nie byto doniesien o
kulturach bioreaktorowych ro$lin z rodzaju Rehmannia. Namnozone w bioreaktorze pedy
ukorzeniaty si¢ z 93% czestoscia po 6 tygodniach hodowli na agarowym podlozu MS
uzupetnionym auksyng TAA (0,1 mg L), a uzyskane roéliny aklimatyzowatam do warunkow
ex vitro uzyskujac rosliny fenotypowo identyczne z roslinami otrzymanymi z nasion

(Publikacja 2).

Transformacja genetyczna R. glutinosa

W toku kolejnych doswiadczen z zakresu kultur in vifro roslin z rodzaju Rehmannia
przeprowadzitam genetyczng transformacje R. glutinosa przy pomocy bakterii Agrobacterium
rhizogenes celem otrzymania kultur korzeni transformowanych. Wyniki tej czgsci
eksperymentéw zostaly opublikowane w 2012 roku (Publikacja 1). Korzenie
transformowane, zwane réwniez wtosnikowatymi powstajg w wyniku zakazenia fragmentow
roslin glebowa bakteria Agrobacterium rhizogenes. Te Gram ujemne pateczki maja naturalng
zdolnos¢ do kolonizacji tkanek roslinnych 1 wbudowywania fragmentu swojego plazmidu Ri
(T-DNA) do genomu roslinnego (Wysokinska 1 Chmiel 2006). Ekspresja zawartych w tym
fragmencie DNA genow rol (a, b, ¢, d) prowadzi do powstania na eksplantacie korzeni
przybyszowych. Jednoczesnie ekspresja genow ro/ zmienia metabolizm rosliny, co moze
prowadzi¢ do zmiany profilu syntetyzowanych przez rosling zwigzkow. Korzenie
wlosnikowate charakteryzuja sie duzg stabilnoscig genetyczng i1 biochemiczng, co czyni je
efektywnym zrodlem wtdrnych metabolitow, szczegdlnie tych akumulowanych w korzeniach
ro§liny macierzystej (Wysokinska i Chmiel 2006). W moich pracach przeprowadzitam

transformacj¢ fragmentéw pedoéw i lisci pochodzacych z kultury pedéw R. glutinosa
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szczepem A4 Agrobacterium rhizogenes. W wyniku transformacji uzyskatam 40 linii korzeni
transformowanych, sposréd nich na podstawie morfologii korzeni i1 przyrostu biomasy
wyselekcjonowatam 10 linii. Korzenie wlo$nikowate hodowatam w plynnym podtozu Woody
Plant (WPM) (Lloyd i Mc Cown 1980) oraz podtozu 2 BS5 (Gamborg i wsp. 1968).
Stwierdzono, ze wzrost korzeni w testowanych liniach zalezat od zastosowanego podtoza. W
plynnym podtozu WPM po 4 tygodniach hodowli korzenie wykazywaly 1,8 - 4,5-krotnie
wyzsze przyrosty swiezej 1 2 - 4,4-krotnie wyzsze przyrosty suchej masy w poréwnaniu z
podtozem %2 BS. Proces transformacji zostal potwierdzony w badanych liniach na poziomie
molekularnym za pomocga reakcji PCR z wykorzystaniem specyficznych primerow dla ro/B i
rolC (Publikacja 1).

W toku dalszych eksperymentoéw zaobserwowatam zjawisko spontanicznej regeneracji pedow
przybyszowych na korzeniach wlosnikowatych R. glutinosa, hodowanych w pltynnym
podtozu WPM w ciemnosci (Publikacja 4). Pedy namnazatam na agarowym podtozu MS
wzbogaconym 1,0 mg-L' BAP oraz 0,1 mg L' TAA w 300 mL szklanych stoikach i w
ptynnym podtozu MS w S-litrowym bioreaktorze rozpylowym uzyskujac wspoétczynniki
mnozenia, odpowiednio 17 1 28 peddéw na eksplantat. Namnozone pedy ukorzeniatam na
agarowym podlozu MS zawierajagcym [AA lub IBA w ciggu 4 tygodni. Ukorzenione pedy
przenositam do doniczek z ziemig 1 aklimatyzowatam w szklarni. Proces transformacji w
zregenerowanych roslinach zostat potwierdzony za pomoca reakcji PCR oraz RT-PCR (ang.
reverse-transcriptase polymerase chain reaction). W transformowanych roslinach nie
zaobserwowatam typowych zmian okreslanych jako syndrom wlosnikowatosci, tj. skrocone
miedzywezla, kartowaty pokrdj, pomarszczone liscie. Rosliny transformowane
charakteryzowaly si¢ wieksza biomasg czesci nadziemnej i systemu korzeniowego z licznymi

1 dluzszymi odgatezieniami bocznymi niz rosliny nietransformowane (Publikacja 4).

Ad. 2 Badania fitochemiczne

Celem kolejnego etapu badan byla identyfikacja i okreslenie zawartosci wybranych
glikozydow irydoidowych i glikozydow fenyloetanoidowych w metanolowych ekstraktach
uzyskanych z organogennego kalusa, kultury pedow bocznych, pedoéw 1 korzeni
zregenerowanych roslin nietransformowanych 1 transformowanych, kultury korzeni
transformowanych R. glutinosa, a takze z kultury pedow bocznych, lisci oraz korzeni
zregenerowanych in vitro roslin R. elata (Publikacje 1, 3-6). Identyfikacji badanych

zwigzkow dokonatam na podstawie porownania czasoéw retencji, widm UV 1 widm masowych
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badanych prébek i zwigzkéw wzorcowych metoda HPLC-ESI-MS. Doktadny opis metod i
wynikoéw dotyczacych identyfikacji badanych zwiazkow zawartam w Publikacjach 11 3. W
oparciu o zastosowane metody identyfikacji stwierdzitam w badanym materiale obecno$¢
glikozydow irydoidowych: katalpolu, aukubiny, loganiny, katalpozydu, harpagidu i
harpagozydu oraz dwoch glikozydow fenyloetanoidowych: werbaskozydu 1 izowerbaskozydu.
Zawartos¢ tych zwigzkéw okreslitam za pomoca metody HPLC (ang. high pressure liquid
chromatography) (Publikacja 1) oraz UHPLC (ang. ultra high pressure liquid
chromatography) (Publikacje 3-6, 8). Do czasu publikacji wynikow moich badan w
literaturze brak bylo doniesien o obecnosci harpagidu i harpagozydu w roslinach z rodzaju
Rehmannia. Okreslitam rowniez metodami spektrofotometrycznymi, catkowita zawartos¢
zwigzkéw fenolowych 1 flawonoidéw w lisciach 1 korzeniach ro$lin R glutinosa
zregenerowanych in vitro (Publikacja 2). Zawartos¢ wszystkich badanych zwiazkow
porownatam z ilosciami tych metabolitow w kulturze korzeni nietransformowanych oraz w
lisciach 1 korzeniach roslin R. glutinosa (Publikacje 1-5) lub R. elata (Publikacja 6)

pochodzacych z nasion.

W organogennym kalusie i zregenerowanych in vitro roslinach R. glutinosa zidentyfikowatam
katalpol, aukubine, harpagid, harpagozyd, werbaskozyd i izowerbaskozyd, a w sladowych
ilosciach wystepowaly loganina i katalpozyd. Stwierdzitam, ze najwyzsze ilosci aukubiny (0,8
- 0,9 mg-g! suchej masy), harpagidu (0,4 - 0,5 mg-g! suchej masy), werbaskozydu (12,2 —
12,8 mg-g! suchej masy) i izowerbaskozydu (3,1 - 3,3 mg-g™' suchej masy) akumulowaly sie
tkance kalusowej, podczas gdy zregenerowane z tej tkanki in vitro rosliny charakteryzowaly
sie najwyzszymi poziomami katalpolu (43 - 45 mg-g™! suchej masy) i harpagozydu (0,1 mg-g’!
suche] masy). Stwierdzitam, ze zawartosci harpagidu, werbaskozydu i izowerbaskozydu w

organogennym kalusie byly 2 - 6 -krotnie wyzsze, a aukubiny nawet 26-krotnie wyzsze niz w

roslinach pochodzacych z nasion (Publikacja 3).

W toku dalszych fitochemicznych badan okreslitam zawartos¢ catkowita zwigzkow
fenolowych 1 flawonoidow w metanolowych ekstraktach pochodzacych z lisci 1 korzeni
zregenerowanych in vitro roslin R. glutinosa po 10 tygodniach hodowli w glebie (Publikacja
2). Stwierdzitam, ze najwyzsza zawartoscig zawigzkow fenolowych charakteryzowaty sie
ekstrakty z lisci R. glutinosa. Liscie roslin zregenerowanych in vifro akumulowaly mniej
zwigzkéw fenolowych (58,7 mg-g! w przeliczeniu na kwas galusowy) niz liscie roslin

pochodzacych z nasion (76,3 mg-g' w przeliczeniu na kwas galusowy). Z drugiej strony,
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ekstrakty z liSci z roslin zregenerowanych in vifro akumulowaty wyzsze ilosci flawonoidow
(19,2 mg-g™! w przeliczeniu na kwercetyne) niz liscie roslin pochodzacych z nasion (15 mg-g™!

w przeliczeniu na kwercetyne) (Publikacja 2).

Zawartos¢ czterech glikozydéw irydoidowych (katalpolu, aukubiny, loganiny i katalpozydu)
oraz dwoch glikozydow fenyloetanoidowych (werbaskozydu i izowerbaskozydu) okreslitam
w 10 liniach korzeni wlosnikowatych R. glutinosa (Publikacja 1). Na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzitam, ze produkcja metabolitéw w korzeniach zalezata od zastosowanego
podtoza. Wysokowydajne linie korzeni produkowaly 4-krotnie wyzsze ilosci loganiny, 3.2 -
4-krotnie wiecej katalpozydu, 2,6 - 3,5-krotnie wigcej werbaskozydu i izowerbaskozydu w
poréwnaniu z kulturg nietransformowanych korzeni tego gatunku i korzeniami rocznych
roslin rosngcych w gruncie, wyhodowanych z nasion. Najwyzsze ilosci katalpozydu i
loganiny w transformowanych korzeniach wynosity odpowiednio 4,45 mg'g! suchej masy
(linia RS-2) i 4,66 mg'g! suchej masy (linia RS-1). Aukubina i katalpol byty wykryte w kilku
liniach korzeni, jednakze ich ilosci byty sladowe. Najwyzsze zawartosci werbaskozydu (16,9
mg g’ suchej masy) i izowerbaskozydu (3,46 mg'g™! suchej masy) wykryto w linii korzeni
RS-2 (Publikacja 1). Stwierdzitam, ze proces transformacji R. glutinosa byt korzystny dla
zwigkszenia produkcji wiekszosci sposrod badanych metabolitow wtornych. W korzeniach
roélin rosngcych w gruncie nie wykryto loganiny ani aukubiny, jednakze katalpol w
korzeniach nietransformowanych byl produkowany w wyzszych ilosciach niz w korzeniach

transformowanych (Publikacja 1).

Przedmiotem badan fitochemicznych byly rowniez kultury pedow 1 zregenerowane in vitro 4-
miesigczne rosliny R. elata (Publikacja 6). Zaobserwowatam roznice w produkcji wtornych
metabolitdéw w zaleznosci od analizowanego materiatu roslinnego. W namnozonych in vitro
pedach stwierdzitam obecnos¢ harpagidu, werbaskozydu 1 izowerbaskozydu. Pedy
charakteryzowatly si¢ 12,6-krotnie wyzsza zawartoscig harpagidu niz zregenerowane rosliny,
ale z drugiej strony okoto 2,7-krotnie nizsza zawartosciag werbaskozydu 1 izowerbaskozydu.
Dodatkowo w namnozonych in vitro pedach nie stwierdzitam obecnosci katalpolu, ktory
wystepowat w catych roslinach. Najwyzszym stezeniem katalpolu (10,4 mg-g” suchej masy)
charakteryzowaly sie liscie zregenerowanych roslin. Na podstawie przeprowadzonych analiz
stwierdzitam, ze otrzymana kultura pedow R. elata jak rowniez zregenerowane rosliny moga
by¢ efektywnym zrédiem biologicznie aktywnych irydoidéw (katalpolu, harpagidu) oraz
glikozydow fenyloetanoidowych (werbaskozydu i izowerbaskozydu) (Publikacja 6).
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W dalszym etapie mojej pracy okreslitam zawartos¢ badanych wczesnie) glikozydow
irydoidowych 1 fenyloetanoidowych w pedach transformowanych zregenerowanych na
korzeniach wlosnikowatych oraz w organach (lisciach 1 korzeniach) transformowanych roslin
R. glutinosa po 6 1 12 miesiacach wzrostu w glebie (Publikacja 4). Stwierdzitam, ze kultura
transformowanych pedow byla zdolna do syntetyzowania katalpolu, werbaskozydu i
izowerbaskozydu, ale zawartosci tych zwigzkow byly niskie i wynosity odpowiednio 1,7 - 4,9
mg-g”' suchej masy; 7,6 - 10,5 mg-g”' suchej masy; 0,6 mg-g”' suchej masy. Liscie i korzenie
transformowanych roslin akumulowaly podobne ilosci izowerbaskozydu, wyzsze ilosci
katalpozydu, aukubiny, katalpolu, harpagidu i werbaskozydu oraz nizsze ilosci harpagozydu i
loganiny niz liscie i korzenie roslin nietransformowanych. Zawarto$¢ ww. zwigzkoéw roznila
sie w zaleznosci od wieku roslin 1 analizowanego organu. Jednakze, wyzsza biomasa peddw 1
korzeni roslin transformowanych dawala wyzsza produktywnosé (w przeliczeniu na rosling)

wszystkich analizowanych zwigzkéw w genetycznie zmienionych roslinach (Publikacja 4).

Ad. 3. Elicytacja korzeni wlosnikowatych R. glutinosa

Biosynteza wielu wtérnych metabolitéw w roslinach jest zwykle reakcja obronng na
réznego rodzaju warunki stresowe. Wiele elicytorow, np. kwas jasmonowy, jasmonian
metylu (MeJa) lub kwas salicylowy (SA) dzialajg jako roslinne czasteczki wywolujace
transdukcje sygnatdw w komorce roslinne) (Chetana 1 Ramawat 2009; d Onofrio 1 wsp.
2009), co w efekcie stymuluje reakcje biochemiczne zaangazowane w tworzenie
niskoczasteczkowych obronnych sktadnikéw w roslinach na przyktad w odpowiedzi na atak
patogenow (Ozawa i wsp. 2000; Schenk i wsp. 2000). Egzogenny dodatek takich elicytorow
do roslinnych kultur lub roslin stymuluje biosynteze wielu grup metabolitow wtornych, np.
glukozynolandéw, terpenoidow, fenylpropanoidow, saponin i alkaloidéw (Van der Fits i
Memelink 2000; Memelink 1 wsp. 2001; de Costa 1 wsp. 2013; Russowski 1 wsp. 2013).
Jednakze, elicytacja jest bardzo ztozonym procesem zaleznym od wielu czynnikow, takich
jak rodzaj 1 stezenie elicytora, stadium wzrostu kultury lub rosliny, moment wprowadzenia
elicytora oraz czas ekspozycji na elicytor (Namdeo 2007). Te warunki muszg byc¢
odpowiednio dobrane do kazde] kultury 1 do typu metabolitow wtornych. Wyniki
eksperymentow poswig¢conych elicytaci kultury korzeni wlosnikowatych R. glutinosa zostaty
opisane w Publikacji 8. We wspomnianej pracy okreslitam wptyw SA 1 MeJa dodawanych
pojedynczo lub lacznie na produkcje biomasy i1 zawartos¢ glikozydow irydoidowych
(katalpolu, harpagidu 1 katalpozydu) oraz glikozydoéw fenyloetanoidowych (werbaskozydu 1

izowerbaskozydu) w korzeniach wlosnikowatych. Okreslitam rowniez optymalne st¢zenie
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elicytora oraz czas ekspozycji na elicytor. Elicytory (MeJa lub SA) dodawatam do 23-
dniowych kultur w stezeniach od 50 do 200 uM (oddzielnie) lub tacznie (MeJa + SA) w
stezeniach 50 1 100 uM. Korzenie wlosnikowate analizowatam 72 i 120 godzin po elicytacji.
Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzitam, ze rodzaj elicytora, jego st¢zenie i czas
ekspozycji silnie wptywaty na zawartos¢ kazdego z analizowanych metabolitow. 72-godzinne
traktowanie 200 uM MeJa okazato si¢ najbardziej korzystne dla zawartosci werbaskozydu
(10-krotnie wiecej) i izowerbaskozydu (6,4-krotnie wiecej) niz w korzeniach nie poddanych
elicytacji (kontrola). Z kolei elicytacja 150 uM Mela przez 72 godziny okazala sig¢
najefektywniejsza dla zwigkszenia zawartosci harpagidu (7.5-krotnie wigcej), a 120-godzinna
elicytacja tym samym stezeniem MeJa zwigkszyla zawarto$¢ katalpolu (prawie 2-krotnie) w
poréwnaniu z kontrola. Mela i SA zastosowane tacznie rowniez zwigkszaly poziom badanych
metabolitow w poréwnaniu z kontrola, chociaz ich zawarto$ci byly nizsze niz te
obserwowane, kiedy MeJa byl dodany oddzielnie w optymalnym st¢zeniu. Stwierdzitam
takze, ze w przypadku korzeni witosnikowatych R. glutinosa MeJa okazat si¢ bardziej

efektywnym elicytorem niz SA (Publikacja 8).

Ad. 4. Badania aktywnosci biologicznej

W toku dalszych prac do$wiadczalnych okreslitam niektore whasciwosci biologiczne
(przeciwutleniajace, przeciwptytkowe) metanolowych ekstraktow z lisci 1 korzeni roslin
nietranstformowanych uzyskanych in vitro (Publikacje 2, 5) oraz roslin transformowanych
zregenerowanych z korzem wlo$nikowatych uzyskanych po zakazaniu wierzchotkowych
czesci pedow R. glitinosa glebowa bakterig Agrobacterium rhizogenes (szczep A4)
(Publikacja 7) i whasciwosci te poréwnatam z wlasciwosciami metanolowych ekstraktow z
lisci 1 korzeni roSlin R. glutinosa rosnacych w gruncie, wyhodowanych metoda
konwencjonalng (z nasion).
W Publikacji 2 okreslitam aktywnos$¢ antyoksydacyjna metanolowych ekstraktow z lisci 1
korzeni zregenerowanych in vitro roslin R. glutinosa hodowanych w szklarni czterema
testami /n vitro. dwoma testami zmiatania wolnych rodnikéw (DPPH 1 ABTS), testem
redukcji jonow zelazowych (FRAP) 1 catkowitej aktywnosci antyoksydacyjne] w tescie
molibdenianowym. We wszystkich badanych przypadkach, metanolowe ekstrakty z lisci
wykazywaty silniejsza antyoksydacyjng aktywnos$¢ niz ekstrakty z korzeni. Stwierdzitam
rowniez, ze istnieje silna korelacja pomiedzy catkowita zawartoscia zwiazkow fenolowych 1

flawonoidow, a aktywnoscia antyoksydacyjna badanych ekstraktow (Publikacja 2).
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W Publikacjach 5 i 7 przetestowalam metanolowe ckstrakty z lisci 1 korzeni roslin R.
glutinosa (transformowanych 1 nietransformowanych, zregenerowanych in vifro) przeciwko
zniszczeniom indukowanym przez stres oksydacyjny w ludzkim osoczu 1 ptytkach krwi. Stres
oksydacyjny byl indukowany za pomocg nadtlenku wodoru (H202) oraz H20:/Fe. W
doswiadczeniach opisanych w Publikacji 5 zbadatam poziom biomarkera peroksydacji
lipidow — tworzenia reaktywnych produktéw kwasu tiobarbiturowego (TBARS), ktory
znaczaco obnizal sie po zastosowaniu metanolowego ekstraktu z lisci nietransformowanych
roslin R. glutinosa (Publikacja 5).

Okreslitam réwniez aktywnos¢ antyoksydacyjna metanolowych ekstraktéw z lisci 1 korzeni
transformowanych roslin R glutinosa (Publikacja 7). Aktywnos¢ okreslitam poprzez
zmierzenie zdolnosci ekstraktow do hamowania tworzenia anionorodnika ponadtlenkowego
(O27) 1 produkcji TBARS w ptytkach krwi nie aktywowanych i aktywowanych trombing.
Najwyzszy procent hamowania tworzenia Oz (42,5%) wykazywaly ekstrakty pochodzace z
lisci transformowanych roslin (50 ug/mL) w plytkach krwi aktywowanych trombing
(Publikacja 7). W opisywanej publikacji zbadatam rowniez wlasciwosci antyoksydacyjne
badanych ekstraktdw z liSci 1 korzemi transformowanych roslin R. glutinosa przeciwko
peroksydacji lipidow w osoczu krwi ludzkiej indukowanej przez H20:2 i H20:/Fe.
Zaobserwowatam, ze po 15 minutowe] preinkubacji ptytek krwi z badanymi ekstraktami,
ilos¢ TBARS w plytkach nieaktywowanych i aktywowanych trombing obnizyla si¢ o okoto
44% w obecnosci ekstraktu z lisci i o okoto 55% w obecnosci ekstraktu z korzeni
transformowanych roslin R. glutinosa (Publikacja 7). Wyniki przedstawione w opisywanej
publikacji wskazujg, ze metanolowe ekstrakty z transformowanych roslin 2. glutinosa moga
by¢ obiecujacym zrodlem naturalnych antyoksydantow, ktoére mogg by¢ wykorzystane w
leczeniu réznych chordb uktladu krwionosnego. Badane ekstrakty moga réwniez chronic

lipidy przed niekorzystnymi modyfikacjami spowodowanymi stresem oksydacyjnym.

4. Najwazniejsze osiggniecia

Najwazniejszym osiggni¢ciem naukowym zaprezentowanym w ninigjszym opracowaniu bylo
wykrycie w kulturach in vitro, w catych zregenerowanych roslinach R. glutinosa 1 R. elata
oraz w roslinach pochodzacych z nasion dwoch glikozydow irydoidowych: harpagidu 1
harpagozydu, dotychczas nie wykrytych w rodzaju Resmanmnia. W ten sposob rosliny te
dotaczyly do przedstawicieli rodziny Pedaliaceae, Orobanchaceae 1 Scrophulariaceae
produkujacych te wazne dla lecznictwa irydoidy o dziataniu p/zapalnym. Szczegolnie

wysokoproduktywna kulturg w odniesieniu do produkcji harpagidu okazata si¢ kultura pedow
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R. elata, a takze cale zregenerowane ro$liny transformowane i nietransformowane R.
glutinosa.

Dobrym zrodlem katalpozydu, werbaskozydu i izowerbaskozydu okazaty sie kultury korzeni
wlosnikowatych R. glutinosa. W kulturach tych po elicytacji MeJa uzyskano kilkukrotne
zwiekszenie zawartosci werbaskozydu, izowerbaskozydu, a takze harpagidu i katalpolu w
pordwnaniu z kontrola.

Do osiagnie¢ mozna zaliczy¢ takze uzyskanie roslin R. glutinosa transformowanych
Agrobacterium rhizogenes, ktore charakteryzowaly si¢ wysoka biomasa 1 w zwigzku z tym w
przeliczeniu na rosline, wytwarzalty 4-krotnie wiecej katalpolu, 12-krotnie wigce) katalpozydu
1 3-krotnie wigcej werbaskozydu niz rosliny nietransformowane.

Ponadto, w wyniku przeprowadzonych doswiadczen uzyskano po raz pierwszy kultury pedow
nietransformowanych i transformowanych R. glutinosa intensywnie rosnace w bioreaktorze
rozpytowym. Wspdtczynniki mnozenia pedow w tych warunkach byty 1,6 - 2-krotnie wyzsze
w porownaniu z kulturami tych pedow prowadzonych w szklanych stoikach lub probéwkach.
Ponadto, po raz pierwszy okreslono wlasciwosci przeciwptytkowe 1 antyoksydacyjne dla
ekstraktow uzyskanych z roslin R. glutinosa w testach in vitro z uzyciem ludzkiego osocza i
plytek krwi z dobrymi efektami, czyniac je potencjalnym zrédtem zwigzkow stosowanych w
chorobach uktadu krwionosnego lub nowotworowych, ktére jak wiadomo powstaja w wyniku

stresu oksydacyjnego.
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6. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Cata moja droga zawodowa jest zwigzana z biotechnologig roslin leczniczych.
Zajmowatam si¢ wyprowadzaniem r6znych rodzajéw kultur in  vitro, zaréwno
nietransformowanych jak 1 poddanych genetycznej transformacji, za pomoca bakterii A.
rhizogenes. Uzyskane kultury badano pod katem zwigkszenia ich zdolnosci do wytwarzania
okreslonych zwiazkéw biologicznie czynnych, zwilaszcza glikozyddw sekoirydoidowych,
irydoidowych 1 fenyloetanoidowych. Poza tym, cze$¢ mojej pracy badawczej byla rowniez
skoncentrowana na opracowaniu procedur wydajnego mikrorozmnazania niektoérych cennych
gatunkow roslin leczniczych, ze szczegolnym uwzglednieniem zwigkszenia wspotczynnika
mnozenia peddw, z zastosowaniem roznych systemow hodowli (kultur ptynna, kultury
bioreaktorowe). Wyniki tych badan zostaly opublikowane w czasopismach zagranicznych
posiadajacych IF (Plant Cell Tissue and Organ Culture, Biotechnology Letters, Plant

Science).
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6.1. Dzialalnos¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Po rozpoczgciu Studium Doktoranckiego na Uniwersytecie Medycznym w Lodzi w
2000 roku wstapitam do zespotu p. prof. dr hab. Haliny Wysokinskiej w Zaktadzie Biologii i
Botaniki Farmaceutycznej 1 rozpoczgtam badania nad kulturami in vifro tysigcznika
pospolitego (Centaurium erythraca Ratn). W wyniku prowadzonych eksperymentow i
zastosowaniu réznych technik biotechnologicznych uzyskatam kultury kalusowe, kultury
organow (pedow 1 korzeni) niezmienionych 1 zmienionych genetycznie oraz zregenerowane in
vitro rosliny C. erythraca (niezmienione 1 zmienione genetycznie) z wysoka zawartoscia
glikozydow sekoirydoidowych (gencjopikrozydu, swerozydu, swertiamaryny). Wyniki tych
badan stanowity tres¢ mojej pracy doktorskiej, pt. ,,Centaurium erythraea Rafn w kulturze in
vitro”, ktéra obronitam 22.10.2004 roku. Praca ta decyzjg Rady Wydzialu Farmaceutycznego

uzyskala rowniez wyrdznienie.

6.2. Dzialalnos¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora podjetam prace w Zaktadzie Biologii
Farmaceutycznej 1 Botaniki Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, gdzie pracowalam na
stanowisku asystenta od 31.12.2004 roku do 28.02.2006 roku. Pracujagc we Wroclawiu
zainteresowatam si¢ kulturami in vifro dalekowschodnich roslin leczniczych (Agastache
rugosa, Lycopus [ucidus), bratam udziat w organizowaniu pokoju hodowlanego oraz
laboratorium roslinnych kultur in vifro 1 opiekowatam sie studentami pracujagcymi w
Studenckim Kole Naukowym dziatajgcym przy Zakladzie Biologii Farmaceutycznej 1
Botaniki. Rezultatem mojej pracy we Wroctawiu byt wspotudziat w zaktadaniu kultur 7z virro
Agastache rugosa oraz Lycopus lucidus (kultury kalusowe, pedow bocznych oraz
przybyszowych) oraz opracowanie wydajnych procedur mikrorozmnazania tych dwoch
gatunkdw roslin leczniczych zarowno z pakow szczytowych jak 1 drogg organogenezy. W
dalszym etapie pracy skupitam si¢ na opracowaniu procedury immobilizacji tkanek
merystematycznych Agastache rugosa 1 Lycopus lucidus w otoczkach z alginianu sodu w celu
przechowywania materialu pochodzacego z kultur in vitro, a nastepnie opracowaniu
optymalnych warunkéw dla regeneracji roslin z zakapsutkowanych tkanek. Efektem tych
doswiadczen bylo wspotautorstwo w dwoch publikacjach, dwdch doniesieniach zjazdowych
(Zatacznik nr 5) oraz opieka merytoryczna nad dwiema pracami magisterskimi.
2.10.2006 roku podjetam prace w Zakladzie Biologii 1 Botaniki Farmaceutycznej
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, poczatkowo na etacie asystenta, a od 1.11.2007 roku na

stanowisku adiunkta. W mojej pracy badawcze] kontynuowatam tematyke zwigzang z
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kulturami in vitro C. erythraea. Praca nad kulturami tysigcznika obejmowata opracowanie
optymalnych warunkéw do wzrostu korzeni wiosnikowatych, pedow nietransformowanych
hodowanych w ptynnym podtozu w kolbach Erlenmeyera i bioreaktorze rozpytowym oraz
produkcji  sekoirydoidow w uzyskanym materiale. Ponadto, opracowatam metode
immobilizacji korzeni wlosnikowatych w otoczkach z alginianu sodu w celu namnazania
pedoéw transformowanych i uzyskania transformowanych roslin z wysoka zawartoscia
sekoirydoidow. Ponadto, prowadzitam rowniez badania fitochemiczne i molekularne nad
kulturg pedow i roslin zregenerowanych z pakdw przybyszowych C. erythraea. Jednoczesnie
z kulturami tysigcznika, rozpoczetam hodowle kultur inz vifro chinskich roslin leczniczych z
rodzaju Rehmannia. Obiektem moich badan zostaly dwie rosliny z tego rodzaju: Relmannia
glutinosa Libosch. oraz R. elata NE. Brown ex Prain. Wyniki tych badan stanowig cykl

publikacji zgtoszony do niniejszego postgpowania habilitacyjnego.

6.3. Projekty badawcze

2007-2010 badania wtasne, Uniwersytet medyczny w Lodzi, numer 502-13-621. Kierownik
projektu: dr E. Pigtczak. Temat ,, Badania biotechnologiczne, fitochemiczne i biologiczne
chinskich roslin leczniczych z rodzaju ReAmannia”.

2011-2015 srodki statutowe Zaktadu Biologii 1 Botaniki Farmaceutycznej UM w Lodzi (nr
503/3-012-01/503-31-001)

6.4. Czlonkostwo w towarzystwach naukowych

Polskie Towarzystwo Botaniczne

6.5. Dzialalno$¢ dydaktyczna i popularyzatorska
Dziatalnos¢ dydaktyczna:

1. Prowadzenie ¢wiczen 1 wykladow z przedmiotu ,,Biologia z genetyka” dla studentow I
roku Wydzialu Farmaceutycznego, Kierunku Farmacja.

2. Prowadzenie ¢wiczen 1 wykladow z przedmiotu ,Botanika farmaceutyczna” dla
studentow [ roku Wydziatu Farmaceutycznego, Kierunku Farmacja.

3. Prowadzenie wyktadéw 1 seminariow z przedmiotu ,Biologia 1 genetyka” dla
studentow | roku Wydzialu Farmaceutycznego, Kierunku Kosmetologia (studia
stacjonarne 1 niestacjonarne).

4. Przygotowanie 1 prowadzenie seminariow na zaj¢ciach fakultatywnych | Zieloni

zabogjcy” dla studentow IT roku Wydzialu Farmaceutycznego, Kierunku Farmacja



10.

11.

12.

13.

. Przygotowanie i1 prowadzenie zajec z systematyki roslin w terenie dla studentow 1

roku Wydzialu Farmaceutycznego, Kierunku Farmacja

Przygotowanie 1 prowadzenie seminariow na zaj¢ciach fakultatywnych | Roslinne
metabolity w kosmetykach 1 aromaterapii” dla studentow IV roku Wydziatu
Farmaceutycznego, Kierunku Farmacja

Przygotowanie 1 prowadzenie seminaridw na zajeciach  fakultatywnych
,Biotechnologia roslin  leczniczych™ dla studentow I roku Wydziatu
Farmaceutycznego, Kierunku Farmacja

Przygotowanie 1 prowadzenie seminaridw na zajeciach fakultatywnych z przedmiotu
Biotechnologia roslin leczniczych” dla studentow 1V  roku Wydzialu
Farmaceutycznego, Kierunku Farmacja

Przygotowanie i prowadzenie ¢wiczen dotyczacych kultur 77 vifro tkanek 1 organow
roslinnych organizowanych dla studentow IV roku Wydziatu Biotechnologii 1 Nauk o
Zywnosci Politechniki Lodzkiej w roku akademickim 2003/2004 oraz 2004/2005
Opickun naukowy 9 prac magisterskich na Wydziale Farmaceutycznym, Kierunku
Farmacja Uniwersytetu Medycznego w Lodzi oraz opickun naukowy 2 prac
magisterskich na Wydziale Farmaceutycznym, Kierunku Farmacja Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu

Promotor jednej pracy licencjackiej na Wydziale Farmaceutycznym, Kierunku
Kosmetologia Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

Opiekun naukowy Studenckiego Kota Naukowego dziatajacego przy Zaktadzie
Biologii 1 Botaniki Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu (lata
2005-2007)

Opiekun naukowy Studenckiego Kota Naukowego dziatajacego przy Zakladzie
Biologii 1 Botaniki Farmaceutyczne] Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (od 2008

roku)

Dziatalnos¢ popularyzatorska:

1.

wyktad pt: Kultury in vitro Centaurium erythraea Rafn.” wygloszony na zebraniu
naukowym Polskiego Towarzystwa Botanicznego w Lodzi w 2004 roku.

komunikat ustny pt. “Application of hairy root cultures for production of useful
secondary metabolites.” Central FEuropean Congress of Life Sciences
EUROBIOTECH 2008. Krakow 17-19.10.2008. Acta Biochimica Polonica Vol. 55
Supplement 4/2008 L. 2.16.
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3. wyklad pt: ,,Application of mist trickling bioreactor for organ cultures of medicinal
plants” na Miedzynarodowej Konferencji ,,Perspectives for cytostatic compounds
production using biotechnological methods” zorganizowanej przez Komisj¢ Leku
Naturalnego i Biotechnologii Polskiej Akademii Nauk, Warszawa 13.04.2010.

4. wyktad pt.. Biotechnologia roslin dla medycyny i farmacji — nadzieje 1 obawy”
wygloszony w ramach XII Festiwalu Nauki Techniki 1 Sztuki. Lodz kwiecien 2012.

5. Brain Awareness Week 10-14.03.2014 — udzial.

6. Piatczak E., Adamczyk K. (2014). Rehmannia glutinosa - chinskie panaceum.
Panacea 2: 22-24.

7. Pigtczak E. (2014). Tysiacznik zwyczajny — nie taki zwyczajny. Panacea 3: 14-15.

8. wspotautorstwo 17 posteréw prezentowanych na 10 konferencjach krajowych i 7

migdzynarodowych (Zatacznik nr 5)

6.6. Recenzje

Recenzowalam prace w nastgpujgcych czasopismach:
Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica — 1

Acta Physiologiae Plantarum — 3

Journal of Biologically Active Products from Nature - 1
Journal of Medicinal Plant Research — 1

Turkish Journal of Botany — 1

6.7. Nagrody

27.12.2007 Nagroda naukowa zespolowa Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi stopnia
pierwszego za cykl publikacji poswigcony roélinnym kulturom in vitro wybranych gatunkow
z rodziny Gentianaceae 1 Lamiaceae

2015 Nagroda naukowa zespotowa Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi stopnia
trzeciego za cykl publikacji , Wykorzystanie metod biotechnologicznych  dla

mikrorozmnazania i produkcji metabolitow wtérnych w roslinach leczniczych”

7. Wspolpraca naukowa krajowa
1) z dr hab. Aleksandra Krolicka prof. UG z Pracowni Badania Zwiazkow Biologicznie
Czynnych  Miedzywydziatowego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego 1

Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w Gdansku. Wynikiem tej wspotpracy jest wspolna



publikacja dotyczaca potwierdzenia transformacji metodami molekularnymi w korzeniach
wlosnikowatych R. glutinosa.

2) z prof. dr hab. Ewag Lojkowska z Laboratorium Ochrony Roslin i Biotechnologii
Mi¢dzywydzialowego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego 1 Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego w Gdansku. Wynikiem tej wspolpracy jest wspdlna publikacja
dotyczaca korzeni transtformowanych R. glutinosa.

3) z dr Marzena Wielanek z Zakladu Fizjologii i Biochemii Roslin Uniwersytetu Lodzkiego.
Wynikiem tej wspolpracy sa wspodlne publikacje 1 doniesienia zjazdowe dotyczace zawartosci
metabolitow wtornych w kulturach in vitro Centaurium erythraea i R. glutinosa.

4) z prof. dr hab. inz. Aleksandrem Chmielem 1 jego wspotpracownikami z Zaktadu
Biosyntezy Srodkéw Leczniczych (obecnie Zaklad Biotechnologii Farmaceutycznej)
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Wynikiem te] wspolpracy jest wspolna publikacja i
doniesienie zjazdowe dotyczace hodowli organdw Centaurium erythraea w bioreaktorze
rozpytowym.

5) z dr hab. prof nadzw. Ewa Balcerczak i jej wspolpracownikami z Zaktadu Biochemii
Farmaceutycznej i Diagnostyki Molekularnej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Wynikiem
tej] wspolpracy jest wspolna publikacja dotyczaca potwierdzenia transformacji metodami
molekularnymi w roslinach R. g/utinosa.

6) z prof. dr hab. Beata Olas 1 jej wspolpracownikami z Zaktadu Biochemii Ogolnej
Uniwersytetu Lodzkiego. Wynikiem tej wspdlpracy sa dwie wspdlne publikacje 1 trzy
doniesienia zjazdowe dotyczace wlasciwosci biologicznych ekstraktow z  roslin
nietransformowanych 1 transformowanych R. glutinosa

7) z dr hab. Adamem Matkowskim i jego wspdtpracownikami z Zaktadu Biologii 1 Botaniki
Farmaceutyczne] Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Wynikiem tej wspolpracy sa
dwie publikacje 1 dwa doniesienia zjazdowe dotyczace mikrorozmnazania i przechowywania
w warunkach in vifro dalekowschodnich gatunkow roslin leczniczych (Agastache rugosa 1
Lycopus lucidus).

8) z dr hab. inz. Alina Kunicka-Styczynska jej wspotpracownikami z Instytutu Technologii
Fermentacji 1 Mikrobiologii Politechniki Lodzkiej. Wynikiem tej wspolpracy jest jedno
doniesienie zjazdowe dotyczace wihasciwosci przeciwdrobnoustrojowe] ekstraktow z lisci 1
korzeni roslin nietransformowanych 1 transformowanych R. glutinosa. W przygotowaniu jest

publikacja dotyczaca tej samej tematyki.
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8. Podsumowanie osiaggnie¢ naukowo-badawezych

Moj dorobek naukowo-badawezy (jako autor i wspétautor) obejmuje:
I. 16 artykulow oryginalnych (IF = 20,022; MNiSW/KBN = 314 punktéw), i 2
publikacje naukowe z listy MNiSW/KBN (2 punkty) bez IF.

o

Na osiggnigcie habilitacyjne sklada si¢ cykl 8 oryginalnych publikacji (IF = 10,927;
MNIiSW/KBN = 185 punktow).

D

3. Dwa artykuly popularnonaukowe, jedna monografia anglojezyczna, jeden rozdzial w
monografli anglojezycznej i jeden rozdzial w monografii polskojezycznej.

4. 17 doniesien zjazdowych prezentowanych na konferencjach krajowych (10) i
migdzynarodowych (7).

5. Wskaznik impact factor wszystkich moich publikacji IF = 20,022 i 314 punktow
MNISW.

6. Indeks Hirscha h = 6. Liczba cytowan wynosi 85 (wg bazy ISI Web of Science) i 104

(wg bazy Scopus).

Lodz, dn. 30 marca 2016
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